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(54) Title: METHOD FOR DNA- OR RNA-SEQUENCING 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DNS- ODER RNS-SEQUENZIERUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to methods for the base sequencing of deoxyribonucleic acid or ribonucleic acid, comprising the following 
steps: (1) immobilising DNA or RNA single strands on a planar support; (2) focussing a laser beam on a single, immobilised single 
strand; (3) producing a DNA or RNA complementary strand of said immobilised, focussed single strand by adding a solution containing 
(i) at least one luminescence-tagged nucleotide of the bases adenine, cytosine, guanine and thymine for producing a DNA or RNA 
complementary strand or at least one luminescence-tagged nucleotide of the bases adenine, cytosine, guanine and uracil for producing an 
RNA complementary strand and (ii) a polymerase, each insertion of a luminescence-tagged nucleotide into the complementary strand being 
detected with a single-molecule detector and the luminescence signal of the previous luminescence-tagged nucleotide being deleted before 
the next luminescence-tagged nucleotide is inserted. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Basensequenzierung von Desoxyribonukleinsaure oder Ribonukleinsauie, welche die folgenden 
Schritte umfassen: (1) Immobilisieren von DNS- oder RNS-EinzelstrSngen an einen planaren Trager, (2) Fokussieren eines Laserstrahles auf 
einen einzelnen, immobilisierten Einzelstrang; (3) Aufbau eines DNS- oder RNS-Komplementflrstranges des immobilisierten, fokussierten 
Einzelstranges durch Zugabe einer Losung, enthaltend (i) mindestens ein lumineszenzmarkiertes Nukleotid der Basen Adenin,Cytosin, 
Guanin und Thymin zum Aufbau eines DNS-Komplementarstranges oder mindestens ein lumineszenzmarkiertes Nukleotid der Basen 
Aden in, Cytosin, Guanin und Uracyl zum Aufbau eines RNS-Komplementa*rstranges und (ii) eine Polymerase, wobei jeder Einbau eines 
lumineszenzmarkierten Nukleotides in den Komplementarstrang mit einem Einzelmolektildetektor detektiert wird, und vor dem Einbau 
des jeweils nSchsten lumineszenzmarkierten Nukleotides das Lumineszenzsignal des vorhergehenden lumineszenzmarkierten Nukleotides 
geloscht wird. 
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verfahren zur DNS- oder RNS-Seouenzieruna 

10 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Basensequenzierung 
von Desoxyribonukleinsfiure (DNS) oder Ribonukleinsaure (RNS) . 

Die Basensequenzierung der DesoxyribonukleinsSure (DNS) und 
15 der Ribonukleinsaure (RNS) gehoren heute zu den wichtigsten 
Analysetechniken in der Biotechnologie, pharmazeutischen 
Industrie, Nahrungsmittelindustrie, medizinischen Diagnostik 
und anderen Anwendungsf elder n. Die Entschlusselung der Genome 
der Organismen eroffnet die Moglichkeit zur Diagnose, 
20 Therapie und Prevention von Krankheiten wie auch zur 

gezielten Modif ikation des Erbgutes zur Generierung von 
Organismen mit modif izierten Eigenschaf ten. Um dieses 
Potential jedoch nutzen zu konnen, sind ausreichend schnelle 
Sequenzierverfahren erf order lich. 

25 

Die klassischen Sequenzierverfahren nach Sanger et al 
(Proceedings of the National Academy of Science, USA, 
74,5463-7/ 1977) wie auch nach Maxam und Gilbert (Proceedings 
of the National Academy of Science, USA, 74, 560-564; 1977), 
30 die noch heute Grundlage der Standardsequenzierverf ahren 

sind, benotigen zur Sequenzierung von 200 Nukleotiden 1 bis 3 
Tage. Dies erscheint beispielsweise fur die Aufgabe, den 
Humangenom mit ungefahr 3-10 9 Basenpaaren zu sequenzieren, 
als zu langsam. 

35 

Jungere Ansatze zur Beschleunigung von Sequenzierverfahren 
konzentrieren sich auf Verfahren, bei denen einzelne 
Nukleotide f luoreszenzspektroskopisch detektiert werden. Das 
US-Patent 4 962 037 offenbart ein Sequenzierverfahren, wonach 
40 ein komplementarer Nukleins§urestrang, bei dem an jeder Base 
ein fur die Base charakteristisches Fluoreszenz- 
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5 farbstof fmolektil kovalent gebunden ist, an einem Einzelstrang 
synthetisiert wird. Dieses f luoreszenzmarkierte 
Nukleinsauremolekul wird an eine Partikeloberf lache gebunden, 
wobei das einzelne Partikel beispielsweise mit einer 
Mikroinjektionspipette in einem Flussigkeitsstrom gehalten 

10 wird. Durch Verwendung einer Exonuklease wird dann jede 

f luoreszenzmarkierte Base sukzessive von dem Nukleinsaure- 
strang abgespalten, und in dem Flussigkeitsstrom in den Fokus 
eines Lasers trahls geleitet, wo nach der Anregung die fur die 
Base spezifische Fluoreszenz nachgewiesen wird. Die 

15 Geschwindigkeit dieses Sequenzierverf ahrens ist theoretisch 
lediglich durch die Schneidegeschwindigkeit der Exonuklease 
begrenzt, so da£ von einer Sequenziergeschwindigkeit von 100 
bis 1000 Basen/Sekunde ausgegangen wird. 

2 0 Voraussetzung fur das Durchfuhren des in US 4 962 037 
offenbarten Verf ahrens ist, dafi lediglich ein einzelnes 
Nukleinsauremolekul an einem einzelnen Partikel festgehalten 
wird. Die Manipulation eines einzelnen Partikels mit einem 
einzelnen Nukleinsauremolekul ist jedoch technisch sehr 

25 aufwendig und hat sich als fur praktische Anwendungen nicht 
geeignet erwiesen. Weiterhin ist die Verwendung einer 
Exonuklease notwendig, die Farbstof f-markierte Nukleotide 
abzuspalten vermag. Dies macht die Entwicklung dieser 
Verfahren komplizierter, und die Verwendung hierfur 

30 modif izierter Exonukleasen fuhrt zudem in der Regel zu einer 
hoheren Ungenauigkeit bei der Basensequenzbestimmung. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, Verfahren zur 
Basensequenzierung von DNS oder RNS bereitzustellen, bei 
35 denen die Vorteile bezuglich der hohen Geschwindigkeit eines 
Sequenzierverf ahrens mit Einzelmolekiildetektion, wie es in 
dem Stand der Technik beschrieben ist, genutzt werden, jedoch 
gleichzeitig die oben erwShnten Nachteile uberwunden werden. 
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Zur Losung dieser Aufgabe stellt die Erfindung ein erstes 
Verfahren zur Basensequenzierung von DNS oder RNS bereit, 
umfassend die Schritte: 

(1) Immobilisieren von DNS- Oder RNS-Einzelstrangen auf einer 
Oberf lache; 

(2) Fokussieren eines Laserstrahles auf einen einzelnen, 
immobilisierten Einzelstrang; 

(3) Aufbau eines DNS- oder RNS-Komplementarstranges des 
immobilisierten, fokussierten Einzelstranges durch Zugabe 
einer Losung, enthaltend (i) ein Gemisch von Nukleotiden 
der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin zum Aufbau 
eines DNS-Komplementarstranges oder ein Gemisch von 
Nukleotiden der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil 
zum Aufbau eines RNS- Komplementarstranges und (ii) eine 
Polymerase, wobei 

3a) mindestens zwei der vier Nukleotide der Basen 

Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin oder mindestens 
zwei der vier Nukleotide der Basen Adenin, Cytosin, 
Guanin und Uracil ganz oder teilweise 
unterschiedlich lumineszenzmarkiert sind, 

3b) jeder Einbau eines lumineszenzmarkierten Nukleotides 
in den Komplementarstrang mit einem 
Einzelmolekiildetektor detektiert wird, und 

3c) vor dem Einbau des jeweils nachsten 

lumineszenzmarkierten Nukleotides das 
Lumineszenz signal des vorhergehenden 
lumineszenzmarkierten Nukleotides geloscht wird. 

Weiterhin stellt die Erfindung ein zweites Verfahren zur 
Basensequenzierung von DNS oder RNS bereit, umfassend die 
Schritte: 

(1) Immobilisieren von DNS- oder RNS-Einzelstrangen auf einer 
Oberf lache; 
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5 (2) Fokussieren eines Laserstrahles auf einen einzelnen, 
itnmobilisierten Einzelstrang; 
(3') Aufbau eines DNS- Oder RNS-Komplementarstranges des 
immobilisierten, fokussierten Einzelstranges durch 
aufeinanderfolgende Zugabe von Losungen, enthaltend 
10 jeweils (i) ein Nukleotid der Basen Adenin, Cytosin, 

Guanin und Thymin zum Aufbau eines DNS- 

Komplementarstranges oder ein Nukleotid der Basen Adenin, 
Cytosin, Guanin und Uracil zum Aufbau eines RNS- 
Komplementarstranges und (ii) eine Polymerase, wobei 

15 

3a') das in der Losung enthaltende Nukleotid 
lumineszenzmarkiert ist, 

3b) jeder Einbau eines lumineszenzmarkierten 

Nukleotides in den Komplementarstrang mit einem 
20 Einzelmolekuldetektor detektiert wird, 

3c) nach Detektion eines Einbaus eines 

lumineszenzmarkierten Nukleotides in den 
Komplementarstrang das Lumineszenzsignal des 
eingebauten Nukleotides geloscht wird, und 
25 3d") vor der Zugabe der jeweils nachsten Losung gespult 

wird. 



Der Begriff DNS- oder RNS -Einzelstrang bezeichnet 

erf indungsgemafi ein nicht hybridisiertes DNS- bzw. RNS- 

30 Molekiil. Ein solcher Einzelstrang kann durch direkte 

Isolierung aus einem Organismus einschliefilich gentechnischer 
Verfahren wie auch durch die Behandlung solcher Molekiile mit 
Restriktionsenzymen erhalten werden. Oligonukleotide, PCR- 
Produkte und c-DNA zahlen zu diesen Einzelstrangen. Die 

35 Herstellung der Einzelstrange aus den Doppelstrangen ist dem 
Fachmann bekannt, beispielsweise aus J.Sambrook et al . , 
Molecular Cloning, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 1989. Die Behandlung mit Restriktionsenzymen kann 
unmittelbar vor der Immobilisierung durchgefiihrt werden, was 

40 zu einer Immobilisierung von Molekulen mit unterschiedlichen 
Basensequenzen fuhrt. Die Einzelstr§nge haben vorzugsweise 5 



WO DO/18956 



5 



PCT/EP99/07209 



5 bis 2000 Basen, besonders bevorzugt 100 bis 1000 Basen. Es 
kotnmen jedoch prinzipiell auch Basenlangen von bis zu 100 
Kilobasen in Betracht. 

In Schritt (1) der erf indungsgemafien Verfahren werden die 
10 DNS- oder RNS-Einz el strange auf einer Oberflache 

immobilisiert . Die Oberflache ist vorzugsweise die Oberflache 
eines planaren Tragers, der die fur die unten beschriebene 
Einzelmolekuldetektion notige optische Transparenz aufweist. 
Besonders bevorzugt ist ein Glastrager, insbesondere ein 
15 Quarzglastrager . In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird 
die Oberflache des Tragers, auf der die Einzelstrange 
immobilisiert werden, durch Aufbringen eines Langmuir- 
Blodgett-Films chemisch modif iziert . Besonders bevorzugt ist 
ein Langmuir-Blodgett-Film eines Cellulosederivates, 
20 insbesondere Trimethylsilylethercellulosecinnammoat (TMSCC) 
und Aminoalkyltrimethylsilylethercellulose (ATMSC) . 

Die Einzelstrange konnen adsorptiv, uber eine kovalente 
Bindung wie auch uber Fangmolekule auf der Oberflache 

25 iinmobilisiert werden. Fangmolekule sind insbesondere 

Nukleotid-Oligomere, die auf der Oberflache immobilisiert 
sind und die Einzelstrange durch Hybridisierung binden 
konnen. Die Immobilisierung des Oligomers auf der Oberflache 
kann durch kovalente Bindung an eine chemisch reaktive Gruppe 

30 an der Oberflache oder durch Adsorption erfolgen. Bevorzugt 
ist insbesondere die Immobilisierung mit der (Strept- ) Avidin- 
Biotin-Technik, wobei das Oligomer mit Biotin derivatisiert 
ist und an ein auf der Oberflache immobilisiertes 
(Strept- ) Avidin-Molekul bindet. Die Immobilisierung des 

35 (Strept-) Avidin-Molekuls ist nicht beschrankt. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die (Strept- )Avidin- 
Molekule uber einen Langmuir-Blodgett-Film eines 
Cellulosederivates auf der Oberflache immobilisiert. 
Insbesondere bevorzugt ist es, die Oberflache zun^chst mit 1 

40 bis 8 Monolagen Aminoalkyltrimethylsilylethercellulose 

(ATMSC) und anschliefiend 1 bis 8 Monolagen Trimethylsilyl- 
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5 ethercellulosecinnammoat (TMSCC) zu beschichten. Fur die 

kovalente Ankopplung der (Strept-) Avidin-Molekule werden dann 
die Cinnamoyl -Gruppen des TMSCC zu Aldehyd-Gruppen oxidiert. 
Weiterhin ist es erf indungsgemSS bevorzugt, als Fangmolekule 
5 ' -Amino- modi f izierte Oligonukleotide zu verwenden, die 
10 direkt an Aldehyd-Gruppen, beispielsweise Aldehyd-Gruppen, 

die an Langmuir-Blodgett-Filmen in der oben beschriebenen Art 
und Weise erhalten werden, binden. 

Weiterhin ist es bevorzugt, die DNS- Oder RNS -Einzelstrange 
15 in Schritt (1) auf der Oberflache derart zu immobilisieren, 
daS die DNS- Oder RNS-Einzelstrange in einer 
Oberf ISchendichte von £ 1 Molekul//zm 2 vorliegen. 

Diese Oberflachendichte wird vorzugsweise durch Regulierung 
20 der Oberflachendichte kovalenter Bindungspunkte auf der 
Oberflache eingestellt. Eine Moglichkeit hierfur bieten 
photovernetzbare Langmuir-Blodgett-Filme, wie der oben 
aufgefuhrte TMSCC-Film, auf denen in Abhangigkeit von der 
Bestrahlungszeit mit UV-Licht reaktive Gruppen auf der 
25 Oberflache entstehen. Diese reaktiven Gruppen stehen dann fur 
eine kovalente Bindung von DNS- Oder RNS-Einzelstrangen, 
Nukleotid-Oligomeren Oder (Strept-) Avidin-Molekulen zur 
Verfugung. Alternativ la£t sich die Oberflachendichte der 
Einzel strange durch die Konzentration der zu 
30 immobilisierenden Einzelstrange Oder der zu intmobilisierenden 
Oligomere in der Losung einstellen. Die Konzentration hangt 
hierbei von der Oberflache des Tragers wie auch von dem 
Volumen der Losung der zu immobilisierenden Einzelstrange 
bzw. der zu immobilisierenden Oligomere ab. 

35 

In Schritt (2) der erf indungsgemaSen Verfahren wird ein 
Laserstrahl auf einen einzelnen, immobilisierten Einzelstrang 
fokussiert. Die Wahl des Laserstrahls h£ngt hierbei von der 
verwendeten Lumineszenzmarkierung der Nukleotidbasen ab, die 
40 weiter unten beschrieben wird. Zum Fokussieren des 

Laserstrahls auf den immobilisierten Einzelstrang in Schritt 
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5 (2) wird vorzugsweise so vorgegangen, dafi (a) ein 

lumineszenzmarkiertes Nukleotid-Oligomer mit dem Einzelstrang 
hybridisiert wird, (b) die Position des hybridisierten 
Nukleot id -Oligomers durch Abscannen der Oberfl&che, auf der 
der Einzelstrang immobilisiert ist, mit einem Laserstrahl 

10 bestimmt wird, und (c) das Lumineszenz signal des 

hybridisierten Nukleotid-Oligomers anschlieSend geloscht 
wird. Der Schritt (a) kann sowohl vor wie auch nach der 
Immobilisierung des Einzelstranges durchgefiihrt werden. 
Hierbei werden die Lumineszenzmarkierung des Nukleotid- 

15 Oligomers und der Laserstrahl so gewahlt, daS in Schritt (b) 
die Lumineszenzmarkierung zur Lumineszenz angeregt wird. Das 
Abscannen der Oberflache mit dem Laserstrahl in Schritt (b) 
kann mit herkommlichen Raster- bzw. Scanvorrichtungen, wie 
sie beispielsweise in Laserscanriingmikroskopen eingesetzt 

20 werden, durchgefiihrt werden. Das Loschen des 

Lumineszenzsignals in Schritt (c) kann entweder durch 
Abspalten der Lumineszenzmarkierung, insbesondere 
Photoabspaltung, Oder durch Photobleaching erfolgen. 

25 In Schritt (3) des ersten erf indungsgemaSen Verfahrens wird 
ein DNS- Oder RNS-Komplementarstrang des immobilisierten, 
fokussierten Einzelstranges durch Zugabe einer Losung, 
enthaltend (i) ein Gemisch von Nukleotiden der Basen Adenin, 
Cytosin, Guanin und Thymin zum Aufbau eines DNS- 

30 Komplementarstranges oder ein Gemisch von Nukleotiden der 
Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil zum Aufbau eines 
RNS- Komplementarstranges und (ii) eine Polymerase aufgebaut. 
Alternativ konnte auch der Aufbau eines Polymers der Basen 
Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin bzw. der Basen Adenin, 

35 Cytosin, Guanin und Uracil zu synthetischer Nukleinsaure, 
d.h. sol chen Nukleinsauren, die kein Phosphatriickgrat , 
sondern beispielsweise ein Peptidruckgrat aufweisen 
(Peptidnukleinsauren) , durchgefuhrt werden. Erf indungsgemSfi 
sind mindestens zwei der vier Nukleot ide der Basen Adenin, 

40 Cytosin, Guanin und Thymin oder mindestens zwei der vier 

Nukleot ide der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil ganz 
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5 Oder teilweise unterschiedlich lumineszenzmarkiert . 
Insbesondere bevorzugt ist es, daS alle vier Basen 
unterschiedliche Lumineszenzmarkierungen aufweisen. Dies 
erlaubt die Bestimmung einer Basensequenz bei lediglich 
einfachem Aufbau eines Kompl ementarst range s . Werden lediglich 

10 zwei der vier Basen unterschiedlich lumineszenzmarkiert, so 
mu£ der Aufbau fiinfmal wiederholt werden, urn eine komplette 
Sequenz zu erhalten, wobei bei jeder Wiederholung eine 
unterschiedliche Kombination von markierten Basen verwendet 
wird. Bei Verwendung von drei unterschiedlich markierten 

15 Basen muS der Aufbau des Komplementarstranges dreimal mit 
jeweils einer unterschiedlichen Kombination von markierten 
Basen wiederholt werden. 

In Schritt (3") des zweiten erf indungsgemaSen Verfahrens wird 

20 ein DNS- oder RNS-Komplementarstrang des immobilisierten, 

fokussierten Einzelstranges durch auf einanderf olgende Zugabe 
von Losungen, enthaltend jeweils (i) ein Nukleotid der Basen 
Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin zum Aufbau eines DNS- 
Komplementarstranges oder ein Nukleotid der Basen Adenin, 

25 Cytosin, Guanin und Uracil zum Aufbau eines RNS- 

Komplementarstranges und (ii) eine Polymerase aufgebaut, 
wobei das in der Losung enthaltende Nukleotid 
lumineszenzmarkiert ist. Wiederum konnte alternativ auch der 
Aufbau eines Polymers der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und 

30 Thymin bzw. der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil zu 
synthetischer Nukleinsaure, d.h. solchen Nukleinsauren, die 
kein Phosphatruckgrat , sondern beispielsweise ein 
Peptidriickgrat aufweisen (Peptidnukleinsauren) , durchgefuhrt 
werden. GemaS dem zweiten erf indungsgemaSen Verfahren erfolgt 

35 der Aufbau des Komplementarstranges durch auf einanderf olgende 
Zugaben der jeweiligen Nukleotid-Losung, wobei vor der Zugabe 
der jeweils n&chsten L&sung gespiilt werden mufi. Sollte nach 
Zugabe der Nukleotid-Losung ein Signal eines Einbaus mit dem 
Einzelmolekuldetektor erfolgen, so kann somit das Signal 

40 einer bestimmten Base zugeordnet werden. Werden 

beispielsweise Losungen, enthaltend eine Polymerase sowie 
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5 jeweils ein Nukleotid der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und 
Thymin, zu dem immobilisierten Einzelstrang gegeben, und wird 
lediglich bei der Zugabe der zweiten Losung, d.h. der 
Cytosin-Losung, ein Signal detektiert, so ist die 
entsprechende Base des immobilisierten Einzelstranges Guanin. 

10 Wird hingeben bei Zugabe sowohl der zweiten als auch der 
dritten Losung ein Signal detektiert, so wird somit die 
Sequenzfolge Guanin-Cytosin auf dem immobilisierten 
Einzelstrang gefunden. Durch Wiederholung der Zugabe der 
entsprechenden Losungen lafit sich so die Gesamtsequenz des 

15 immobilisierten Einzelstranges bestimmen. 

Die in der Losung enthaltende Polymerase katalysiert den 
Aufbau des Komplementarstranges . Ihre Wahl ist nicht 
beschrankt, sofern sie den Aufbau des Komplementarstranges 
20 mit den Farbstof f -markierten Nukleotiden ermoglicht. 

Beispiele fur die erf indungsgemafi verwendbaren Polymerasen 
sind native T4- Polymerase, native T7- Polymerase, das Klenow- 
Fragment von E.coli pol I, Exo III, E.coli pol III Holoenzym, 
die Schlangenvenomphosphodiesterase und Taq- Polymerase . 

25 

Jeder durch die Polymerase katalysierte Einbau eines 
lumineszenzmarkierten Nukleotids in den Komplementarstrang 
wird erf indungsgemafc mit einem Einzelmolekuldetektor 
detektiert. Der erf indungsgemaS verwendbare Einzelmolekul- 

30 detektor ist nicht beschrankt, sofern er bei gegebenem 

Detektionsvolumen, gegebener Wellenlange und Leistung des 
Laserstrahles und gegebener Lumineszenzmarkierung des 
Nukleotides die Detektion eines einzelnen lumineszenz- 
markierten Nukleotidmolekuls erlaubt. Die Anf orderungen an 

35 die Empf indlichkeit des Einzelmolekuldetektors steigen 
hierbei mit zunehmendem Detektionsvolumen und sinkender 
Leistung des Laserstrahles. Es ist daher insbesondere 
bevorzugt, das Detektionsvolumen zu minimieren, indem man den 
Laserstrahl beugungsbegrenzt fokussiert. 
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5 Zur Anregung der Lumineszenzmarkierung wird Laserlicht mit 
einer WellenlSnge von 600 nm und mehr bevorzugt, urn das 
Auftreten von Streulicht zu minimieren. Insbesondere sind 
Halbleiterlaser in diesem Wellenlangenbereich aus 
Kostengrunden fur das erf indungsgemaSe Verfahren bevorzugt. 
10 Erfolgt die Detektion uber eine Fluoreszenzlebensdauer- 
Messung, so ist der erf indungsgemaS verwendete Laser 
moduliert, vorzugsweise gepulst. 

Die Lumineszenzmarkierung wird auf das verwendete Laserlicht 

15 wie auch den verwendeten Einzelmolekuldetektor abgestimmt. 

Erf indungsgemaS werden bevorzugt Fluorophore als Lumineszenz- 
markierung verwendet. Ein geeigneter Satz an Fluorophoren 
(d.h. ein Fluorophor pro markiertes Nukleotid) wird abhangig 
von der Art der Detektion gewahlt. Zu unterscheiden ist 

20 hierbei zwischen der Detektion der Farbe (d.h. der 

Wellenlange der emittierten Photonen) und der Detektion der 
Fluoreszenzlebensdauer des Fluorophors. Beispiele fur 
Farbstof f satze zur Detektion der Fluoreszenzlebensdauer sind 
beschrieben in S. Seeger et al., Ber Bunsenges . Physikal. 

25 Chem. 97, 1542-1548 (1993) sowie M. Sauer et al . , J. 

Fluorescence 3, 131-139 (1993); Beispiele fur Farbstof f satze 
zur Detektion der Farbe sind beschrieben in L.M. Smith et 
al., Nature 312 , 674-670 (1989) sowie J.M: Prober et al . , 
Science 238 . 336-341 (1987) . Beispielsweise konnen bei 

30 Detektion der Fluoreszenzlebensdauer die in Sauer et al . , 

J. Fluor. 5, 247-254, 1995 offenbarten Farbstof fe JA22, JA66, 
JA51-DS sowie der Cynaninf arbstof f Cy5 (Amersham Pharmacia 
Biotech, Uppsala, Schweden) verwendet werden; bei Detektion 
der Farbe konnen die Farbstoffe FAM, JOE, TAMRA und ROX 

35 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) Anwendung finden. 
Wahrend im ersten erf indungsgemaSen Verfahren die 
lumineszenzmarkierten Nukleotide mit unterschiedlichen 
Luminophoren markiert sind, kann im zweiten erf indungsgemaSen 
Verfahren fur jedes Nukleotid der Farbstof f identisch sein, 

40 da die Unterscheidung der Nukleotide durch die 

Verschiedenheit der jeweiligen Losung ermoglicht wird. Im 
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5 Hinblick auf eine vereinfachte Anregung und Detektion ist 
diese Vorgehensweise erf indungsgemaS bevorzugt. 

Der Einzelmolekuldetektor umfaSt eine Abbildungsoptik, eine 
Einheit, die bei Auftreffen von Photonen ein elektrisches 

10 Signal erzeugt sowie einen Computer samt Software zur 

Auswertung der elektrischen Signale. Die Abbildungsoptik 
ermoglicht vorzugsweise eine zu dem Fokus des Laserstrahles 
konfokale Abbildung der emittierten Photonen auf die Einheit 
zur Erzeugung eines elektrischen Signals. Diese Einheit ist 

15 vorzugsweise eine Photodiode, insbesondere bevorzugt eine 

Einzelphotonenzahl -Avalanche- Photodiode. Alternativ kann auch 
ein Photomultiplier oder eine verstarkte CCD-Kamera verwendet 
werden. Insbesondere wird bevorzugt, den erf indungsgemaS 
verwendbaren Einzelmolekuldetektor derart einzurichten, daS 

20 die Detektion erst nach einer bestimmten Zeit nach der 
Anregung durch den Laser beginnt ("Gating") . Ein 
erf indungsgemaS verwendbarer Einzelmolekuldetektor ist 
beschrieben in Loscher et al., Anal.Chem., Band 70, S.3202- " 
3205, 1998. Fur eine Farbunterscheidung ist der 

25 Einzelmolkuldetektor mit entsprechenden Filtern ausgestattet . 
Fur eine Unterscheidung durch Messung der 
Fluoreszenzlebensdauer wird vorzugsweise ein Detektor 
verwendet, der im Time-correlated- single photon counting- 
Modus arbeitet. Weiterhin ist eine schnelle MeSelektronik 

30 erforderlich, wie sie beispielsweise bei SL Microtest GmbH, 
Jena, erhaltlich ist. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm weist der 
Einzelmolekuldetektor eine Autokorrelationsfunktion auf. Die 
35 Autokorrelationsfunktion ermoglicht, die Lumineszenz frei 
dif fundierender Molekule von der Lumineszenz am 
immobilisierten Nukleinsaurestrang zu unterscheiden und dient 
somit einer Erhohung des Signal-Rausch-Verhaltnisses . 

40 Erf indungsgemaS wird das detektierte Lumineszenz signal des 
eingebauten Nukleotids vor dem Einbau des jeweils nachsten 
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5 lumineszenzmarkierten Nukleotids gel&scht. Dies kann durch 
Abspalten der Lumineszenzmarkierung erfolgen, insbesondere 
durch Photoabspaltung. Dies ist moglich, wenn die 
Lumineszenzmarkierung mit dem Nukleotid uber eine photolabile 
Gruppe gebunden ist, wie beispielsweise in WO 95/31429 

10 offenbart. Ein kurzer Laserpuls fuhrt dann zur Abspaltung 
der Lumineszenzmarkierung. Zur Abspaltung wird in der Regel 
eine von der Wellenl&nge des Lasers zur Anregung verschiedene 
Wellenlange verwendet. Bevorzugt wird ferner das 
Lumine sz en z signal durch Photobleaching der 

15 Lumineszenzmarkierung des Nukleotides geloscht. Dies lafit 
sich beispielsweise durch eine kurzfristige Erhohung der 
Laserintensitat, d.h. einen kurzen Laserpuls, erreichen. 

Somit hangt die Geschwindigkeit , mit der das 
20 Lumineszenz signal geloscht wird, insbesondere von der 

Leistung des Laserpulses wie auch der Dauer des Zeitraumes 
zwischen Detektion und Laserpuls ab. Beide Parameter sind gut 
kontrollierbar . Zur Sicherstellung, daS das Lumineszenzsignal 
des eingebauten Nukleotides vor dem Einbau des jeweils 
25 nachsten Nukleotids geloscht wird, werden diese Parameter mit 
der Aufbaugeschwindigkeit des Komplementarstranges 
abgestimmt. Die Aufbaugeschwindigkeit des 
Komplementarstranges lafit sich durch Einstellen der 
Tempera tur der Losung, die einen mafigeblichen Einflufi auf die 
30 Polymeraseaktivitat hat, und durch Einstellen der 
Nukleot idkonzentrat ionen kontrollieren . 

Wenn nicht alle Nukleotide in dem ersten erf indungsgemaSen 
Verfahren lumineszenzmarkiert sind, lafit sich mit einmaligem 

35 Aufbau des Komplementarstranges die Basensequenz des 

immobilisierten Einzelstranges nicht rait ausreichender 
Genauigkeit in dem ersten erf indungsggemSSen Verfahren 
bestimmen. Folglich mufi zur Bestimmung der kompletten Sequenz 
der Aufbau wiederholt werden. Dies wird erf indungsgemafi 

40 bevorzugt an dem gleichen Einzelstrang durchgef uhrt . Hierzu 
wird der wie oben beschrieben aufgebaute DNS- Oder RNS- 
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5 Komplementarstrang von dem immobilisierten DNS- oder RNS- 
Einzel Strang durch Temperaturerhdhung abgespalten und der 
Verfahrensschritt (3) des oben beschriebenen Verfahrens 
wiederholt. Das erf indungsgemafce Verfahren erlaubt somit, die 
Sequenzbestimmung an dem identischen Molekul mehrmals 
10 durchzuf uhren . Dies ist selbst bei Verwendung nur 

lumineszenzmarkierter Nukleotide vorteilhaf t, urn die 
Genauigkeit der Sequenzbestimmung zu erhohen. 

Alternativ kann das erf indungsgemafce Verfahren an einem 
15 weiteren, auf dem Trager immobilisierten Einzelstrang 
wiederholt werden. Bei Einzelstrangen mit gleicher 
Basensequenz fuhrt dies zu einer hoheren Genauigkeit der 
Sequenzbestimmung. Ist die zu sequenzierende Nukleinsaure vor 
der Immobilisierung mit Restriktionsenzymen behandelt worden, 
20 ist so jedoch auch die sukzessive Bestimmung der 

verschiedenen Bruchstucke des Einzelstranges, die durch diese 
Behandlung entstehen, moglich. Die Behandlung mit 
Restriktionsenzymen kann hierbei unmittelbar vor der 
Immobilisierung in dem gleichen Reaktionsgef aS erfolgen. 

25 

Beispiele 

1. Beispiel: Bei der schrittweisen Bindung des Einzelstranges 
wird fur etwa 4 cm 2 Glasoberf lache 1 ml einer 10*" 8 mol/1 

30 aminofunktionalisierte Oligonukleotid-Losung liber Nacht in 
PBS-Puffer inkubiert; dann wird durch Zugabe von l ml Losung 
des Einzelstranges in Hybridisierungspuf f er (10*" 8 mol/1 ) l 
bis 2 h bei Temp . gradient von 58°C zu 28°C hybridisiert ; dann 
wird das Farbstof f -markierte Oligonukleotid (10** 8 mol/1 , l 

35 ml Hybridisierungspuf fer, Temp.grad 28°C zu 4°C) , 2 - 3 h 
gegenhybridisiert . Das ergibt eine Dichte von etwa 1 
Molekulkomplex/10 fim 2 . 

2. Beispiel: Bei der zweiten Vorgehensweise, namlich die 
40 Hybridisierungsschritte vor der Immobilisierung 

durchzuf uhren, werden der Einzelstrang, das 
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aminofunktionalisierte Oligonukleoti, und das Farbstoff- 
markierte Oligonukleotid zusammen in l ml Puffer in Konz. Von 
je 10"" 7 mol/1 gemischt; schlieSlich wird diese Losung auf 10" 
10 mol/1 verdiinnt und zur Immobilisierung verwendet; ergibt 
ebenfalls eine Dichte von etwa 1 Molekulkomplex/10 /xm 2 . 

3. Beispiel: Zu einem immobilisierten Einzelstrang wurden 2 
fil 10" 11 M Mononukleotide, markiert mit dem Farbstoff Cy5 
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) , und 3,5 u 
P7-Sequenase-Polymerase hinzugefiigt. Der Einbau des 
Nukleotides wurde mit einer Laserleistung von 400 und 
einem Fokusdurchmesser von 2 /xm detektiert. 
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5 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Basensequenzierung von DNS oder RNS, 
umfassend die Schritte: 

(1) Itnmobilisieren von DNS- oder RNS-Einzelstrangen auf 
einer Oberflache; 

(2) Fokussieren eines Laserstrahles auf einen 
einzelnen, immobilisierten Einzelstrang; 

(3) Aufbau eines DNS- oder RNS-Komplementarstranges des 
immobilisierten, fokussierten Einzelstranges durch 
Zugabe einer Losung, enthaltend (i) ein Gemisch von 
Nukleotiden der Basen Adenin, Cytosin, Guanin und 
Thymin zum Aufbau eines DNS-Komplementarstranges 
oder ein Gemisch von Nukleotiden der Basen Adenin, 
Cytosin, Guanin und Uracil zum Aufbau eines RNS- 
Komplementarstranges und (ii) eine Polymerase, 

3a) wobei mindestens zwei der vier Nukleotide der ' 
Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin oder 
25 mindestens zwei der vier Nukleotide der Basen 

Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil ganz oder 
teilweise unterschiedlich lumineszenzmarkiert 
sind, 

3b) jeder Einbau eines lumineszenzmarkierten 
30 Nukleo tides in den Komplementarstrang mit 

einem Einzelmolekuldetektor detektiert wird, 
und 

3c) vor dem Einbau des jeweils nachsten 

lumineszenzmarkierten Nukleotides das 
35 Lumineszenz signal des vorhergehenden 

lumineszenzmarkierten Nukleotides geloscht 
wird. 

2. Verfahren zur Basensequenzierung von DNS oder RNS, 
40 umfassend die Schritte: 
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(1) Immobilisieren von DNS- oder RNS-Einzelstr^ngen auf 
einer OberflSche; 

(2) Fokussieren eines Laserstrahles auf einen 
einzelnen, immobilisierten Einzelstrang; 

(3") Aufbau eines DNS- Oder RNS-Komplementarst ranges des 
immobilisierten, fokussierten Einzelstranges durch 
auf einanderfolgende Zugabe von Losungen, enthaltend 
jeweils (i) ein Nukleotid der Basen Adenin, 
Cytosin, Guanin und Thymin zum Aufbau eines DNS- 
Komplementarstranges oder ein Nukleotid der Basen 
Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil zum Aufbau eines 
RNS- Komplementarstranges und (ii) eine Polymerase, 
wobei 

3a") das in der Losung enthaltende Nukleotid 
lumineszenzmarkiert ist, 

3b) jeder Einbau eines lumineszenzmarkierten 
Nukleotides in den Komplementarstrang mit 
einem Einzelmolekuldetektor detektiert wird, 

3c) nach Detektion eines Einbaus eines 

lumineszenzmarkierten Nukleotides in den 
Komplementarstrang das Lumineszenz signal des 
eingebauten Nukleotides geloscht wird, und 

3d") vor der Zugabe der jeweils nachsten Losung 
gespult wird. 

3. Verfahren gemaS Anspruch 1 oder 2, wobei zur 
Immobilisierung der DNS- oder RNS -Einzelst range auf einer 
Oberfl&che in Schritt (1) die Einzelstrange iiber auf der 
Oberflache immobilisierte Nukleotid-Oligomere durch 
Hybridisierung immobilisiert werden. 

4. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspriiche, 
wobei bei der Immobilisierung der DNS- oder RNS-EinzelstrSnge 
auf einer OberflSche in Schritt (1) DNS- oder RNS- 

Einzel str&nge in einer Oberf lachendichte von < 1 Molekul//xm 2 
immobilisiert werden. 
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5. Verfahren gemSfc Anspruch 4, wobei die Oberf lSchendichte 
der Einzelstrange durch Regulierung der Oberf lSchendichte 
kovalenter Bindungspunkte auf der Oberflache eingestellt 
wird. 

10 

6. Verfahren gemaS Anspruch 4, wobei die Oberf lachendichte 
der Einzelstrange durch die Konzentration der zu 
immobilisierenden Einzelstrange Oder der zu immobilisierenden 
Oligomere eingestellt wird. 

15 

7. Verfahren gema£ einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei zum Fokussieren des Laserstrahls auf den 
immobilisierten Einzelstrang in Schritt (2) 

a) ein lumineszenzmarkiertes Nukleot id -Oligomer mit 
dem Einzelstrang hybridisiert wird, 

b) die Position des hybridisierten Nukleotid - 
Oligomers durch Abscannen der Oberflache mit 
einem Laserstrahl bestimmt wird, und 

c) das Lumineszenz signal des hybridisierten 
Nukleotid-Oligomers anschlieSend geloscht wird. 

8. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei jeder Einbau eines lumineszenzmarkierten Nukleotides in 

30 den Komplementarstrang in Schritt (3b) liber die 

Fluoreszenzlebensdauer des lumineszenzmarkierten Nukleotides 
detektiert wird. 

9. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei jeder 
35 Einbau eines lumineszenzmarkierten Nukleotides in den 

Komplementarstrang in Schritt (3b) durch die Farbe des 
lumineszenzmarkierten Nukleotides detektiert wird. 

10. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche, 
40 wobei der Einzelmolekuldetektor in Schritt (3b) eine 

Autokorrelationsf unktion auf weist . 
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11. Verfahren gemSS einem der yorhergehenden Anspruche, 
wobei das L6schen des Lumineszenzsignals in Schritt (3c) 
durch Abspalten der Lumineszenzmarkierung des Nukleotides 
erf olgt . 

10 

12. Verfahren gemaS einem der Ansprtiche 1 bis 9, wobei das 
Loschen des Lumineszenzsignals in Schritt (3c) durch 
Photobleaching der Lumineszenzmarkierung des Nukleotides 
erf olgt. 

15 

13. Verfahren gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei das Loschen des Lumineszenzsignals vor dem Einbau der 
jeweils nachsten Base in Schritt (3c) durch Abstimmung der 
Parameter Polymeraseaktivitat , LaserintensitSt und 

20 Nukleotidkonzentration erf olgt. 

14. Verfahren zur Basensequenzierung von DNS oder RNS, 
wobei der gemafi einem der vorhergehenden Anspruche auf gebaute 
DNS- oder RNS -Komplementar Strang von dem immobilisierten DNS- 

25 Oder RNS-Einzelstrang durch Temperaturerhohung abgespalten 
wird und das Verfahren gemaS einem der vorhergehenden 
Anspriiche an dem gleichen Einzelstrang wiederholt wird. 

15. Verfahren zur Basensequenzierung von DNS oder RNS, 

30 wobei das Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche 
an einem weiteren, auf der Oberflache immobilisierten DNS- 
oder RNS-Einzelstrang wiederholt wird. 
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